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烟 酸 、 果 寡 糖 及 柠 榜 酸 稀土 组 合 对 肉牛 瘤胃 体外 发 酵 特 性 及 菌 群 结构 的 影响 
梁 OK Re Wa SCR BER 赵 二 龙 HAC 


(江西 农业 大 学 ， 江 西 省 动物 营养 重点 实验 室 / 营 养 饲 料 开 发 研究 中 心 ， 南 昌 330045) 


摘 ， 要 : 本 试验 则 在 探讨 烟 酸 、 果 喜糖 及 柠檬 酸 稀土 组 合 对 肉牛 瘤胃 体外 发 酵 特 性 及 菌 群 结 


构 的 影响 。 试 验 选用 3 头 安装 有 永久 性 瘤 骨 瘘管 的 健康 锦江 黄牛 公牛 [体重 为 《375+28 ) kg] 


作为 瘤胃 液 供 体 , 采用 3 因素 3 水 平 正 交 试验 设计 , 通过 瘤胃 体外 发 酵 培 养 技术 研究 添加 不 


EKF REH (0.8% 1.0%, 1.2962. A? (400. 800. 1 200 mg/kg) PIIRRE (0.6%、 


0.8%、1.0%) 组 合 对 肉牛 瘤胃 体外 发 酵 特性 的 影响 ， 并 采用 高 通 量 测序 技术 分 析 其 瘤胃 菌 


lim] 


群 结构 。 体 外 培养 时 间 为 48 h。 结 果 显 示 : 1) G 组 体外 培养 液 的 pH 最 高 ， 为 6.77， 显 著 


高 于 A、B、C、D、E 组 (P<0.05);G 组 体外 培养 液 中 氨 态 氮 (NH3-N) 含 量 最 低 , 为 9.77 mg/dL, 


| 


| 


显著 低 于 其 余 各 组 〈P<0.05); 不 同调 控 剂 组 合 对 体外 培养 液 中 微生物 蛋白 (MCP) 含 量 无 显 


著 影 响 (P>0.05). 2) I 组 体外 培养 液 中 丙 酸 含量 最 高 ， 为 28.53%， 显 著 高 于 A、B、D、E 


组 (P<0.05), 乙酸 / 丙 酸 值 最 低 ， 显 著 低 于 A、B、DD 组 (P<0.05); 各 组 体外 培养 液 中 总 挥 


发 性 脂肪 酸 (TVFA) 浓 度 、 乙 酸 和 丁 酸 含量 无 显著 差异 (P>0.05)。3) 不 同调 控 剂 组 合体 外 


培养 液 中 优势 菌 群 均 为 拟 杆 菌 门 (Bacteroidetes), FERI] (Firmicultes)。 在 门 水 平 上 ，A 


和 了 组 之 间 存 在 4 个 差异 显著 的 菌 群 (P<0.05); 在 属 水 平 上 ，A 和 了 组 之 间 存 在 15 个 差异 


显著 的 菌 群 (P<0.05)。 综合 分 析 可 知 ,在 肉牛 玉米 -豆粕 -稻草 型 饲 粮 下 的 较 优 瘤胃 调控 剂 组 


AAT A 1.2% RHE 200 mg/kg 烟 酸 +0.8% 柠 檬 酸 稀土 ) 和 G 2H. C 1.2968: 393-400 mg/kg 


烟 酸 +1.0% 柠 檬 酸 稀土 )。 
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中 图 分 类 号 


瘤 骨 是 反刍 动物 区 别 于 单 角 动物 最 显著 的 特征 之 一 ,瘤胃 发 酵 功 能 及 特 怕 


: S816 ”文献 标识 码 : A ”文章 编号 : 


动物 健康 与 生产 影响 


动物 营养 研究 的 重 中 之 重 。 
果 袁 糖 (fructooligosaccharides,FOS)， 又 称 为 低 聚 果糖 、 果 聚 糖 ， 是 在 蔗糖 分 子 上 以 B-1， 


2- 糖 音 键 结合 数 个 D- 果 糖 所 形成 的 一 组 低 聚 糖 的 总 大 


和 瘤胃 内 的 氨 态 氮 C(NH3-N) 含 量 , 显著 提高 瘤胃 内 挥发 性 脂肪 酸 CVFA ) 和 微生物 


BA PTA eB SEO X SEE 


巨大 。 因 此 ， 如 何 调控 瘤 骨 发 酵 特 性 ， 增 强 瘤 骨 发 酵 功能 ， 


含量 ， 有 效 添加 剂量 为 饲 粮 的 0.8%。 


NAD 参与 多 个 涉及 生物 电子 转移 的 生化 反应 ， 细 胞 内 NAD K] 


谢 网 络 产生 


避免 瘤胃 pH 剧烈 变化 ， 稳 定 瘤 胃 内 环境 ， 避 免 酸 中 毒 现象 的 发 生 ， 其 中 添加 800 mg/kg 


进 微 生物 糖 酵 解 钼 。 张 琪 [ 


烟 酸 (nicitinic acid, NA), XIKER PP、 尼 克 酸 ， 是 辅 


巨大 影响 ， 从 而 影响 瘤胃 微生物 在 旨 


乳酸 脱氧 酶 


E 


酸 时 效果 最 好 。 


柠檬 酸 稀土 (rare earth citrate,REC)， 是 一 种 有 待 开 发 的 新 型 高 效 饲 料 添加 剂 ， 其 中 稀土 
元 素 对 生物 体 有 较 强 的 生理 活性 , 是 一 种 生怕 


质 的 消化 吸收 ,增强 机 体 蛋 


从 上 述 研究 可 见 ， 果 窒 糖 、 烟 酸 及 本 榜 酸 稀土 对 瘤胃 的 发 酵 功能 上 共有 调控 作用 ,而 且 均 


是 通过 促进 


有 效 添加 剂量 为 饲 粮 的 0.690191. 


iif 


瘤 骨 微生物 生化 代谢 及 生长 繁殖 来 实现 瘤 骨 调控 功能 的 , 但 目前 研 


用 单一 调控 剂 来 调控 瘤胃 发 酵 功能 , 而 对 这 3 种 调控 剂 是否 有 组 合 效 人 


es 


ChinaXiv 合 作 期 


FE 的 好 坏 对 反 急 


有 调控 瘤 骨 微 生物 区 系 的 作用 口 。 


FACIL, 灌注 2.00968 3X 8 nT UL Sd 3E ATI Z8 ERR 3 UH pH 


IINAD) 合 成 的 前 体 物质 内 。 而 
包 内 整个 代 
间 胞 内 的 代谢 钻 。 在 糖 代谢 过 程 中 ，NAD 通 
过 参与 “丙酮 酸 +NADH*< 一 一 一 乳酸 +NAD*” 生 化 反应 ， 调 控 瘤 胃 中 乳酸 的 代谢 ， 进 而 促 


通过 研究 发 现 ， 饲 粮 添 加 烟 酸 可 以 促进 肉牛 瘤 骨 微生物 的 增殖 ， 


激活 剂 ， 可 以 改变 动物 或 微生物 对 饲料 营养 物 


白质 和 核酸 的 合成 ， 从 而 促进 动物 和 微生物 生长 ,柠檬 酸 稀土 的 


C— 


HOMCP) 
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效果 、 适 宜 的 组 合 如 何 ， 尚 未 见 到 研究 报道 。 因 此 ， 本 试验 拟 研 究 这 3 种 调控 剂 组 合 对 肉牛 


瘤 骨 体 外 发 酵 特 性 及 菌 群 结构 的 影响 ,， 旨 在 为 开发 效果 优良 的 复合 瘤胃 调控 剂 ， 并 为 其 在 庆 


牛 养 殖 中 的 应 用 提供 依据 和 技术 文 撑 。 


1 材料 与 方法 


1.1 试验 材料 


REWA EA AGE AK Be ZG AIR A a], FLARE KF 90%。 


烟 酸 购 自 郑 州 嘉 不 生 物 制品 有 限 公司 ， 有 效 成 分 含量 >95%。 


柠檬 酸 稀土 购 自 江西 管 庐 科 技 有 限 公 司 ， 为 白色 或 淡 黄 色 流 动 性 粉末 ， 其 柠檬 酸 稀土 含 


量 二 99%， 其 中 稀土 元 素 (RE, ERR AIH) 23696. HH (Cd) <0.0001%,. fF (Pb) 


x:0.00296. fi CAs) <0.000 5%. 


12 ”试验 动物 、 饲 粮 及 饲养 管理 


mg 


PI 


选用 3 只 体重 为 (375+28 ) kg、 安 装 有 永久 性 瘤 骨 瘘管 的 健康 锦江 黄牛 公牛 为 瘤胃 液 供 体 ， 


口服 伊 维 菌 素 统 一 驱 虫 ， 单 圈 饲 养 。 基 础 饲 粮 为 玉米 -豆粕 -稻草 型 饲 粮 ， 按 照 《 肉 牛 饲养 标 


AE) CNY/T 815-2004) 配制 ， 精 粗 比 为 20:80。 基 础 饲 粮 组 成 及 营养 水 平 见 表 1。 每 日 分 2 次 


《08:00 和 18:00) EIR, H HIR. 


表 1 基础 饲 粮 组 成 及 营养 水 平 〈 王 物质 基础 ) 


Table 1 Composition and nutrient levels of the basal diet (DM basis) % 
原料 Ingredients 含量 Content 
稻草 Rice straw 79.66 
玉米 Corn 10.63 
HE Wheat bran 144 
豆粕 Soybean meal 3.63 


棉籽 粕 Cottenseed meal 3.39 


碳酸 氨 钙 CaPHOs 0.09 


石粉 Limestone 0.27 
食盐 NaCl 0.45 
预 混 料 Premix” 0.45 
合计 Total 100.00 


营养 水 平 Nutrient levels 


维持 净 能 NEa/(MJ/kg)? 3.13 
粗 蛋 白质 CP 11.76 
中 性 洗涤 纤维 NDF 60.02 
酸性 洗涤 纤维 ADF 35.72 
钙 Ca 0.64 
RE P 0.32 


0 每 千克 预 混 料 含有 Contained the following per kg of premix: VA 500 000 IU, VD; 80 000 


IU, VE200 000 IU, Fe 10g, Mn8g, Zn6g, Se0.02g, 10.1g, Co 0.02 g. 


JNEm 为 计算 值 ， 计 算 方法 : NEm=DE X Km; Km=0.187 5X (DE/GE)+0.457 9。 式 中 : NEm 


为 维持 净 能 ，DE 为 饲料 消化 能 ，Kn 为 消化 能 转化 为 维持 净 能 的 效率 ，GE 为 饲料 总 能 四。 


其 他 营养 水 平 为 测定 值 。NEm was a calculated value which calculated by: NEm=DE X Km; 


Km=0.187 5 X (DE/GE)+0.457 9. In the formulas, NEm presented net energy for maintenance, DE 
presented digestive energy, Km presented the efficient of DE converted into NEm, and GE 


presented gross energy!”!. The other nutrient levels were measured values. 


1.3 ”体外 发 酵 方 法 


试验 前 ， 根 据 Menke 等 上 9 的 配方 配制 缓冲 液 ， 主 要 包括 微量 元 素 浴 液 、 碳 酸 缓冲 溶液 、 


磷酸 缓冲 溶液 、 硫 化 钠 (Na2S) 还 原 溶液 以 及 为 天 青 指示 剂 。 将 配制 好 的 缓冲 液 混 匀 后 持续 通 
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入 CO 在 30 min 以 上 直至 溶液 pH 达到 6.8， 置 于 39 C 恒 温水 浴 锅 中 备用 。 


于 晨 饲 前 利用 长 臂 手 套 ， 通 过 瘤 骨 瘘管 分 别 于 瘤 骨 上 下 前 后 4 个 部 位 采集 等 量 瘤 骨 液 ， 


混合 均匀 。 采 集 好 的 瘤胃 液 迅速 灌 入 经 预 热 达 39 C 并 通 有 CO> 的 灭 菌 清洁 烧杯 中 ， 烧 杯 置 


于 装 有 39 'C 燕 饮水 的 保温 瓶 中 ， 灌 满 后 立即 盖 好 保温 瓶 盖子 ,迅速 返回 试验 室 , 经 4 层 纱布 


过 滤 后 持续 通 入 COs 5 min， 然 后 迅速 分 装 至 已 预 热 好 并 装 有 培养 底 物 〈 基 础 饲 粮 500 mgt 


对 应 的 调控 剂 组 合 ) 和 缓冲 液 (40 mL) 的 培养 瓶 内 ， 每 个 培养 瓶 加 20 mL 瘤 骨 液 。 接 通 培 


养 瓶 和 注射 器 ， 打 开 振 荡 开 关 ， 培 养 48 h。 体 外 批 次 培养 装置 参照 卢 德 勋 50 和 程 茂 基 023 所 述 


的 方法 设计 。 该 装置 主体 为 恒温 水 浴 摇 床 ， 其 水 浴 温 度 和 振荡 速率 可 调 。 培 养 瓶 为 瓶 口 安装 


橡皮 塞 的 150 mL 酸奶 瓶 ， 酸 奶瓶 通过 1 根 带 针 头 的 橡胶 管 上 与 注射 器 连接 。 


14 试验 设计 


试验 采用 3 因素 3 水 平 正 交 试验 设计 , 共 设 9 个 调控 剂 组 合 , 每 个 调控 剂 组 合 设 3 个 培养 瓶 。 


各 调控 剂 在 基础 饲 粮 中 的 添加 水 平 见 表 2。 
表 2 Lo(3;) 正 交 试 验 设 计 


Tabel 2 Design by L9(3?) orthogonal experiment 


组 别 添加 水 平 Supplemental level 

Groups RH FOS/% 烟 酸 NA/(mg/kg) 柠檬 酸 稀土 REC/% 
A 0.8 400 0.6 

B 0.8 800 0.8 

C 0.8 1 200 1.0 

D 1.0 400 0.8 

E 1.0 800 1.0 

F 1.0 1 200 0.6 


G 1.2 400 1.0 


China nro 4/- BAI! 
CAINAA IVa TF RH | lj 


I 1.2 1 200 0.8 


86 1.5 样品 的 预 处 理 


87 培养 48 h 后 ， 取 培养 液 立即 测定 pH, 将 培养 瓶 中 滤 漆 无 损 地 转移 入 经 烘 干 称 重 的 尼龙 袋 


88 (孔径 200 目 ) 中 ,采集 滤液 样品 ， 部 分 滤液 -20 °C 冷冻 保存 ， 用 于 瘤胃 发 酵 参数 (NH-N, VFA 


89 ”和 MCP 含 量 ) 的 测定 ， 部 分 滤液 装 在 离心 管 中 ，-80 °C 冷冻 保存 ， 用 于 高 通 量 测序 。 


90 L6 测定 指标 与 测定 方法 


91 饲 粮 中 粗 蛋 白质 (CP)、 中 性 洗涤 纤维 NDF)、 酸 性 洗涤 纤维 (ADF)、 钙 (Ca) MEE (PO 


92 ”含量 的 测定 参照 《饲料 分 析 及 饲料 质量 检测 技术 》D 进 行 。 


93 培养 液 pPH 采 PHS-25 型 实验 室 pH 计 (上 海 今 迈 仪器 仪表 有 限 公 司 ) 进 行 测定 ，NH3-N 含 量 


94 “采用 苯酚 -次 氯 酸 钠 比 色 法 0 进行 测定 ， VEFA 含 量 采 用 Waters-Baseline520 液 相 色谱 仪 进 行 测 


95 E, 分 析 条 件 为 波长 214 nm, C18 柱 温 维持 在 30 °C, 流动 相 0.02 mol/L KH2?POWH3PO4, pH 2.37, 


96 ”流速 1 mL/min， 进 样 量 10 unL05，MCP 含 量 利 用 紫外 分 光 光 度 计 采用 比 色 法 09 进 行 测定 。 


97 17 高 通 量 测序 及 生物 信息 学 分 析 


98 通过 分 析 前 期 试验 数据 ， 从 9 个 组 中 筛选 出 结果 差异 最 大 的 2 个 组 〈A 和 I 组 ) 进行 高 通 


99 HEMP pr. W5 mL 瘤胃 体外 发 酵 培 养 液 样品 送 上 海 祥 音 生物 公司 进行 DNA 提 取 ， 并 对 质 


100 ” 量 合 格 样品 的 细菌 16S rDNA V4—VSIX (515F~907R) 进行 测序 ， 测 序 采用 Illumina MiSeq 


101 ”PE250 测 序 平台 。 


102 对 测 得 的 原始 数据 进行 质量 控制 ， 伟 弃 低 质量 序列 (read 尾 部 碱 基质 量 二 20， 质 控 后 的 


103 read 50 bp)， 获 得 的 高 质量 序列 用 Usearch 7.1 软 件 进行 聚 类 ， 以 16S rDNA 序列 97% 的 相似 


104 ”上 度 作 为 分 类 操作 单元 (operational taxonomic unit,OTU) 的 划分 标准 。 获 得 的 OTU 与 RDP 数 据 库 


105 ” 比 对 ， 通 过 RDP Classifier 鉴 定 OTU 代 表 性 序列 的 微生物 分 类 地 位 。 丰 富 度 指数 〈Chao 指 数 、 


106 Ace 指数 ) 和 多 样 性 指数 (Shannon 指 数 、Simpson 指 数 ) 的 计算 利用 Mothur 1.30.1 软 件 完 成 。 
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采用 Metastats 分 析 方 法 比较 分 析 各 组 之 间 的 差异 菌 群 。 


1.8 统计 分 析 


试验 数据 经 Excel 2003 初 步 整 到 


后 ， 利 用 SPSS 17.0814 


Im 


进行 8 


Im 
$ 
H 
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素 方 差分 析 (one-way 


ANOVA)， 当 单 因素 分 析 差 异 显 著 时 ， 采 用 Duncan 氏 法 进行 多 重 比较 ， 结 果 以 平均 值 + 标 准 


误 表 示 ，P<0.05 为 差异 显著 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 体外 培养 液 pH、NH3-N 和 MCP 


由 表 3 可 知 ， 不 同调 控 剂 组 合 对 体外 培养 液 pH 和 NH3-N 名 


含量 分 析 


m> 
y 


具有 显著 影响 (P<0.05), G 


组 体外 培养 液 的 pH 最 高 ， 为 6.77， 显 著 高 于 A、B、C、D、E 组 (P<0.05)，A 组 体外 培养 液 


的 pH 最 低 ， 为 6.66， 显 著 低 于 E、F、G、H、 I 组 (P<0.05); C 组 体外 培养 液 中 NH3-N 舍 量 最 


高 ,为 12.04 mg/dL, 显著 高 于 G、H 组 (P<0.05),，G 组 体外 培养 液 中 NH3-N 含 量 最 低 ， 为 9.77 


Th 


mg/dL， 显 著 低 于 其 余 各 组 (P<0.05); 各 组 体外 培养 液 中 MCP 含 量 差异 不 显著 (P>0.05), 


MN 


其 中 I 组 培养 液 中 MCP 含 量 最 高 ， 为 37.55%，B、C 组 体外 培养 液 中 MCP 含 量 均 为 最 低 ， 为 


34.97%。 


表 3 不 同调 控 剂 组 合 对 体外 培养 液 pH、NH3-N 和 MCP 的 影响 


Tabel 3 Effects of different regulator combinations on pH, and NH3-N and MCP contents in 


cultivated fluid in vitro 


组 别 

pH 
Groups 
A 6.66+0.04° 
B 6.68+40.05% 
C 6.67+0.02% 
D 6.69:-0.04*d* 


RASA 


NH3-N/(mg/dL) 


11.954 


11.25 


12.04+ 


11.204 


0.73* 


1.03% 


0.64" 


H0.47% 


WEWE 


Er 


MCP/% 


35.084 


34.97 土 


34.97+0. 


35.911. 


3.60 


124 


125 


126 


127 


128 


129 


130 


131 


132 


133 


134 


135 


136 
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E 6.71+0.01°4 11.40+0.76” 36.75+£1.30 
F 6.72+0.02%4 11.2441.32% 36.36+1.84 
G 6.77+£0.04* 9.7740.19° 36.7043.11 
H 6.73+0.02%®° 10.85+0.43° 37.13+40.84 
I 6.75+0.05* 11.96+£0.23? 37.55+43.01 


同 列 数据 肩 标 无 字母 或 相同 字母 表示 差异 不 显著 (P>0.05)， 不 同 小 写字 母 表 示 差 异 显 
著 (P<0.05)。 下 表 同 。 

In the same column, values with no letter or the same letter superscripts mean no significant 
difference (P > 0.05), while with different small letter superscripts mean significant difference 
(P<0.05). The same as below. 


2.2 ”体外 培养 液 VFA 含 量 分 析 


由 表 4 可 知 ， 体 外 培养 液 中 总 挥发 性 脂肪 酸 (TVFA) 浓度 、 乙 酸 和 了 丁 酸 含量 各 组 之 间 无 


显著 差异 (P>0.05)， 其 中 A 组 体外 培养 液 的 TVFA 浓 度 和 乙酸 含量 均 为 最 高 ，C 组 体外 培养 


液 的 丁 酸 含量 最 高 ;不 同调 控 剂 组 合 对 体外 培养 液 中 两 酸 含量 和 乙酸 /两 酸 值 具有 显著 影响 


lim] 


(CP<0.05)， 其 中 I 组 培养 液 中 两 酸 含量 最 高 ， 为 28.33%， 显 著 高 于 A、B、D、E 组 (P<0.05)， 


I 组 体外 培养 液 的 乙酸 / 丙 酸 值 最 低 ， 显 著 低 于 A、B、D 组 (P<0.05)。 


表 4 不 同调 控 剂 组 合 对 体外 培养 液 VFA 含量 的 影响 


Tabel 4 Effects of different regulator combinations on VFA contents in cultivated fluid in vitro 


组 别 总 挥发 性 脂肪 酸 乙酸 PARR TR 乙酸 / 丙 酸 
Groups TVFA/(mmol/L) Acetate/% Propionate/% Butyrate/% Acetate/propionate 
A 48.9942.69 53.33+1.00 27.25+0.38%° 19.42+1.04 1.96+0.08? 
B 48.05+2.88 53.04+0.84 27.27-:0.35** 19.68+0.83 1.94+0.08? 


C 44.3341.25 49.49+2.09 271.7340.539** 22.7841.57 1.89+0.09% 
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137 


138 


139 


140 


141 


142 


143 


144 


145 


146 


48.18+4.00 51.88 
46.84+2.99 52.04+ 
42.71+42.68 52.234 
44.4643.70 51.41 
45.6043.15 52.234 
45.42+4 38 51.51 


2.3 OTUXX2S WT 


本 试验 选取 A 和 I 组 2 个 调控 剂 组 合 


13) 进行 高 通 


重量 测序 ， 共 获得 426 895 条 序 


0.12 26.69+ 
1.18 27.37 士 
0.70 27.844 

0.66 28.04: 
0.81 28.22: 
0.90 28.534 


0.57* 


0.19% 


+0.23% 


0.25% 


0.10% 


0.14? 
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21.44+0.64 1.9440.07* 
20.59+1 .04 1.90+0.09% 
19.93+0.68 1.85+0.04% 
20.55+0.44 1.83+0.07% 
19.55+0.71 1.85+0.06" 
19.96+0.76 1.81+0.07° 


k6 个 瘤胃 体外 培养 液 样品 CAL. A2. A3. I1. D. 


列 ， 平 均 每 个 样品 71 149 条 。 序 列 在 97% 的 相似 度 


下 共 获 得 12 531 个 物种 分 类 的 OTU， 平 均 每 个 样品 2 089 个 OTU。A1、A2、A3 的 OTU 数 分 别 


732012. 1522412 050 个 ; I1. I2. I3fjoutZit47 93 7J2 482. 1 6625812 803 个 。 


由 图 1 可 知 ， 来 自 同 


贡献 率 为 77%， 主 成 分 2(PC2) 的 贡献 率 为 16%; 


液 中 主要 


(Proteobacteria). Jt fit fil] CVerrucomicrobia). 74% 


菌 群 来 自 拟 杆 


(Spirochaetes )。 


组 的 样品 聚 类 在 一 起 ， 主 成 分 分 析 CPCAO 获得 主 成 分 1 (PC1) 


la TJ (Bacteroidetes )、 


Ja E d 


门 水 平分 类 上 的 丰 度 热 图 显示 体外 培养 


门 (Firmicultes). @H TI 


fal] (Planctomycetes). WA Hie MET] 


147 


148 


149 


150 


151 


152 


153 


154 


155 
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Fig.1 


24 WRF a ZEEE 


a 多 样 性 反映 了 单个 样品 内 部 物种 的 多 样 性 ， 


主 成 分 2PCA2 (16%) 


in vitro 


9-2 12 91 9- 


HFST 
seer] 
Sa] 
Re] 
25/1 
Bhi] 
未 分 类 门 
糖化 细菌 门 Candidatus Saccharibacteria 
FRIRE ] Lentisphaerae 

互 养 菌 门 
ms] 
纤维 杆菌 门 Fibrobacteres 
INI 
SR1 菌 门 
sel] 
XE] 
ae 
rae 
tte 
蓝藻 门 Cyanobacteria/Chloroplast 


Bacteroidetes 
Firmicutes 
Proteobacteria 
Verrucomicrobia 
Planctomycetes 
Spirochaetes 


unclassified 


Synergistetes 


Actinobacteria 


Chloroflexi 

SR1 

Tenericutes 
Armatimonadetes 
Elusimicrobia 


Euryarchaeota 


Fusobacteria 


0 025 035 06 1.93 47.15 


其 中 Chao 指 数 


的 丰富 度 ，Shannon 指 数 和 Simpson 指 数 反 映 样 品 中 菌 群 的 多 样 怕 


体外 培养 液 菌 群 OTU 主 成 分 分 析 图 Ca) 及 其 门 水 平分 类 热 图 Cb) 


PCA profile (a) and heatmap in phylum level (b) of bacterial community in cultivated fluid 


和 ACE 指数 反映 样品 中 菌 群 


E。 由 表 5 可 知 ， 与 A 组 相 比 ， 


I 组 体外 培养 液 的 Chao 指 数 、ACE 指 数 和 Shannon 指 数 均 较 高 ， 而 Simpson 指 数 较 低 ， 因 此 I 


组 体外 培养 液 具 有 更 高 的 菌 群 多 样 性 


表 5 


F 


o 


体外 培养 液 菌 群 a 多 样 性 分 析 


Table 5 a diversity analysis of bacterial community in cultivated fluid in vitro 


Ii A Items 


ACE 指数 ACE index 


Chao 指数 Chaol index 


Shannon 指数 Shannon index 


A 组 Group A 


2 836.96:188.97 


2 536.62+£175.72 


5.29+0.04 


I 组 Group I 


2 842.97--485.17 


2 726.26+469.12 


5.67+0.17 
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158 


159 


160 


161 


162 


163 


164 


165 


166 


167 


168 


Simpson 指数 Simpson index 


2.5 WIBEHITIA T 


A 和 I 组 体外 培养 液 的 


和 软 壁 菌 门 〈Tenericutes)。 在 属 水 平 上 ，2 组 之 | 


He æ 


3| xk 4 R K JR C Prevotella ) X 


5 genera incertae sedis). 


0.023 


差异 菌 群 统计 结果 见 表 7。 在 门 水 3 


的 菌 群 CP<0.05), 77 Sill e Spirochaetes , HH IZ ERIE Ps] 


-0.00 


施 氏 菌 属 CSehwartzia). 1E J EK ps 


Paraprevotella ~ 


REEAE 154 ARES A 


未 分 类 的 


GIH 


~ 


0.012:0.00 


ls AnV 人 [三 甘 
aX IVF 


FE, 224-2 A 


E4 个 差异 显著 


门 (Lentisphaerae )、 互 养 菌 门 (Synergistetes) 


E (P<0.05), 分 


I| |] 5(subdivision 


属 CPseudobutyrivibrio). 7 


We Tie (8 Ba JER (Treponema), $R W J 14a(Clostridium X IVa). Victivallis, RKI BIN MET] 


3(unclassified subdivision 3 genera incertae sedis). 依赖 村 


(Oligosphaera). RH J&14b(Clostridium XIVb)、 月 单 胞 菌 


I 


嗜 热 菌 属 (Defluviitalea). 


RT 体外 培养 液 差异 菌 


群 分 析 


Table 7 Analysis of different bacterial community of cultivated fluid in vitro 


Bi 
并 


分 类 水 平 


Classification levels 


螺旋 


门 硝化 ! 


Hn 


Different bacterial community 


WI] Spirochaetes 


IJI] Lentisphaerae 


Phylum AFF 


BI] Synergistetes 


AI] Tenericutes 


Wi Prevotella 


Paraprevotella 


未 分 


类 的 亚 门 5 Subdivision 


5_genera_incertae_sedis 


A 组 


Group A 


1.35+0.55* 


0.564 


0.514 


-0.07* 


-0.21^ 


0.12+0.03° 


9.834 


4.044 


2.084 


-0.67^ 


-0.76* 


-1.10* 


F m (Fretibacterium) .  Z& WA W JB 


J CSelenomonas ) . Hydrogenibacillus ~ 


% 


I 组 


Group I 


0.224 


-0.01* 


1.17+0.10* 


0.872-0.03* 


0.053 


-0.01* 


22.1648.5* 


7.05+0.2 1? 


3.80+0.29* 
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施 氏 菌 属 Schwartzia 1.43+0.76° 3.0040.17* 
属 假 丁 酸 弧 菌 属 Pseudobutyrivibrio 0.78+0.3° 1.79+0.08° 
Genus BE We Wie PS Treponema 0.15+0.01° 1.1520.35* 
梭 菌 属 14a Clostridium X Wa 0.50+0.26° 1.05+0.09 
Victivallis 0.40+0.09° 0.82+0.072 


未 分 类 的 亚 门 3 Subdivision 


0.204-0.09^ 0.5240.122 
3 genera incertae sedis 
依赖 杆菌 属 Fretibacterium 0.16+0.15° 0.4540.02a 
SEE VAR Oligosphaera 0.15+0.07° 0.314:0.03* 
梭 菌 属 14b Clostridium X IVb 0.180.108 0.01+0.00° 
月 单 胞 菌 属 Selenomonas 0.01-:0.00^ 0.162-0.05? 
Hydrogenibacillus 0.10::0.04* 0.03+0.01° 
AAJ Defluviitalea 0.11+0.06? 0.01+0.00° 


170 34 WR, REWER RL ZA 308 AE RODS FEY pH. NH3-N#AIMCP E E A) Wa] 


171 瘤 骨 液 的 pH 是 衡量 瘤胃 发 酵 的 综合 指标 ， 适 宜 的 瘤 骨 液 pH 是 瘤 骨 微生物 正常 活动 所 必 


172 WE. 瘤胃 液 pH 的 正常 变化 范围 为 5.5 一 7.3, 本 次 试验 中 各 组 体外 培养 液 pH 均 在 正常 瘤胃 pH 


173 ”范围 内 。 在 正常 情况 下 ， 饲 粮 添 加 寡 糖 会 降低 瘤 骨 液 PH， 而 本 次 试验 中 ， 体 外 培养 液 的 pH 


174 随 着 果 袁 糖 添 加 水 平 的 增加 而 显 赣 提高 ,但 仍 在 正常 范围 之 内 ， 这 与 Vidova 等 0 的 研究 结果 


175 不一致 ， 原 因 可 能 与 烟 酸 的 添加 有 关 ， 烟 酸 可 显著 降低 瘤 骨 内 乳酸 含量 ， 提 高 瘤 骨 液 pH， 


176 ”表明 果 寡 糖 和 烟 酸 之 间 存 在 交互 作用 。 


177 NH3-N 是 瘤 骨 内 肽 、 氮 基 酸 、 和 蛋白 质 和 尿素 等 其 他 非 重 白 氮 化 合 物 共同 分 解 的 终 产物 ， 


178 ”也 是 瘤胃 微生物 合成 MCP 的 主要 原料 。 瘤 骨 内 最 佳 NH3-N 含量 为 0.35 一 29.00 mg/dLU?l, 
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本 试验 各 组 体外 培养 液 中 NH3-N 含量 介 于 9.77 一 12.04 mg/dL， 在 正常 范围 内 。 本 试验 中 ， 


低 ， 说 明 瘤 骨 微 生物 对 NH3-N 的 利用 效果 更 好 ， 原 因 可 


促进 能 量 代 谢 , 为 瘤 骨 微生物 利用 NH3-N 合成 MCP 提供 能 量 , 表明 这 


cats 


jk t B CSCI TLE 


的 试验 结果 可 发 现 ， 本 次 试验 的 整体 NH-N 含量 更 


E 是 添加 烟 酸 和 柠 榜 酸 稀土 均 可 以 


3 种 瘤胃 调控 剂 之 间 


存在 正 组 合 效 应 。 此 外 ， 本 试验 还 发 现 ， 添 加 0.8% 的 柠檬 酸 稀土 会 显著 降低 体外 培养 液 


NHs-N 含量 , 这 与 Liu 等 (9 的 研究 结果 相 一 致 , 原因 可 能 是 适量 的 稀土 元 素 会 促进 瘤 骨 微 生 


物 对 NH3-N 的 利用 。 


MCP 是 反刍 动物 最 主要 的 氮 源 ， 


各 组 体外 培养 液 中 MCP 含量 差异 不 显著 ,但 以 I 组 体外 培养 液 的 MCP 全 


且 MCP. 含量 的 整体 水 平 随 果 寡 糖 添 加 水 平 


可 能 与 3 种 瘤 骨 调控 剂 之 间 的 交互 作用 有 关 。 


可 满足 反刍 动物 氮 需 要 量 的 40% 一 80%， 本 次 试验 


含量 最 高 ,为 37.55%， 


的 增加 而 提高 ， 导 致 各 组 之 间 差 异 不 显著 的 原因 


3.2 ” 烟 酸 、 果 袁 糖 及 柠檬 酸 稀土 组 合 对 肉牛 瘤胃 体外 培养 液 VFA 含 量 的 影响 


两 酸 是 反刍 动物 体内 糖 异 生 的 主要 前 体 物 质 ,， 且 丙 酸 发 酵 时 可 以 利用 氧气 , 使 甲烷 产量 


减少 ， 能 量 转 化 效率 提高 RI。 乙酸 / 丙 酸 值 反 映 瘤胃 发 酵 类 型 ， 其 值 越 小 ， 丙 酸 比 例 越 高 ， 


饲料 能 量 利用 率 也 相应 越 高 。 本 试验 中 ， 


丙 酸 值 存在 显著 影响 ,说 明 添 加 不 同调 控 剂 组 合 


养 液 中 丙 酸 含量 最 高 ， 乙 酸 /两 酸 值 最 低 ， 原 因 可 能 与 I 组 瘤 骨 调 控 剂 组 合 的 比例 有 关 ，I 组 


中 果 寡 糖 和 烟 酸 的 添加 水 平均 为 本 次 试验 设计 的 最 高 


ni 
最 
r 
区 


Schaetzel 等 9 研究 发 现 添加 烟 酸 对 瘤 


值 ， 柠 檬 酸 稀土 添加 水 平 为 0.8%。 张 


不 同调 控 剂 组 侣 对 体外 培养 液 中 两 酸 含量 和 乙酸 / 


影响 了 瘤胃 发 酵 类 型 ， 其 中 I 组 体外 培 


过 体外 试验 研究 发 现 ， 在 绵羊 饲 粮 中 添加 窒 糖 能 降低 发 酵 产 物 中 乙酸 / 丙 酸 值 ， 


胃 微 生物 的 生长 有 影响 ， 可 显著 降低 瘤胃 中 乙酸 / 丙 酸 


显著 高 于 对 照 组， 乙酸 / 丙 酸 值 显著 低 于 对 照 组 ， 这 些 结果 均 与 本 试验 结 
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较 本 试验 与 张 学 峰 等 1 的 试验 结果 可 以 发 现 ， 在 同等 试验 条 件 下 ， 本 次 试验 整体 丙 酸 含量 


更 蜗 ， 乙 酸 / 丙 酸 值 更 低 ， 说 明 


pA 


显 车 ,原因 可 能 是 在 添加 的 3 


ChinaXiv 合 作 期 


3 种 瘤胃 调控 剂 组 合 之 间 存 在 正 组 合 效 应 ， 其 中 烟 酸 发 挥 了 


更 显著 的 作用 , 有 效 地 促进 了 丙 酸 发 酵 。 本 次 试验 中 各 组 体外 培养 液 中 乙酸 和 了 丁 酸 含量 差异 


种 瘤 骨 调 控 剂 中 , 烟 酸 对 碳水 化 合 物 的 发 酵 上 共有 更 显著 影响 ， 


烟 酸 可 提高 丙 酸 含量 ， 降 低 乙 酸 和 丁 酸 含量 户 ， 削 弱 果 窒 糖 提高 瘤 骨 内 乙酸 和 了 丁 酸 含量 的 


作用 ， 造 成 各 组 乙酸 和 丁 酸 含量 差异 不 显著 。 


3.3 ” 烟 酸 、 果 过 糖 及 柠檬 酸 稀土 组 合 对 肉牛 瘤胃 体外 培养 液 菌 群 多 样 性 的 影响 


本 试验 利用 Ilumina Miseq 


测序 平台 ， 采 用 16S rDNA 高 通 量 测序 技术 比较 研究 了 不 同 


调控 剂 组 合 对 肉牛 瘤胃 体外 培养 液 菌 群 多 样 性 的 影响 ， 结 果 表 明 ， 与 A 组 相 比 , 1 组 菌 群 的 


丰富 度 和 多 样 性 相对 较 高 ， 通 过 分 析 A 和 了 I 组 的 瘤胃 调控 剂 组 合 可 以 发 现 , 12A SE A 


烟 酸 添加 水 平均 为 本 次 试验 设计 的 最 高 值 , 分 别 为 1.2% 和 1 200 mg/kg, 而 A 组 均 为 最 低 值 ， 


这 说 明 在 低 精 料 饲 粮 中 适量 增 力 


0 寡 糖 和 烟 酸 可 以 促进 瘤 骨 微生物 的 生长 , 提高 瘤 骨 中 菌 群 的 


多 样 性 ， 这 一 结果 与 闵 力 等 鸣 、 潘 龙 等 PI 和 Ottou 等 29 的 研究 结果 相 一 致 。 高 两 飞 等 27 研 


究 了 在 高 精 料 饲 粮 中 添加 烟 酸 对 瘤胃 菌 群 多 样 性 的 影响 , 结果 表明 添加 烟 酸 降低 了 瘤 骨 菌 群 


多 样 性 ， 这 一 结果 与 本 试验 结果 不 一 致 ,原因 可 能 与 添加 森 榜 酸 稀土 有 关 ， Pr UE 


种 生理 激活 剂 ， 可 促进 微生物 生长 ， 提 高 瘤 骨 菌 群 多 样 性 。 


3.4， 烟 酸 、 果 之 糖 及 柠檬 酸 稀土 组 合 对 肉牛 瘤 肯 体外 培养 液 菌 群 结构 的 影响 


本 次 试验 结果 表明 , 在 不 同调 控 剂 组 合 处 理 下 , 锦江 黄牛 瘤胃 体外 培养 液 中 优势 菌 群 均 


X Bacteroidetes 和 Firmicultes, 


C Ruminococcus flavefaciens )、 


(Fibrobacter succinogenes) 是 瘤胃 中 主要 的 纤维 分 解 菌 B0。 但 也 有 研究 报道 ， 有 些 非 纤维 


降解 菌 能 与 纤维 降解 菌 发 生 协同 作用 ， 提 高 瘤 骨 中 纤维 素 的 降解 率 50， 如 栖 瘤 胃 普 雷 氏 


这 与 其 他 反刍 动物 的 研究 结果 E2 相 一 致 。 黄 色 瘤 骨 球 菌 


白色 瘤胃 球菌 CRuminococcus albus) 和 琥珀 酸 丝 状 杆 菌 


下 


(Prevotella ruminicola) 6B3、7y7epomeiaB3 等 ， 本 试验 中 ， 与 A 组 相 比 ，I 组 体外 培养 液 中 
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Prevotella 和 Treponema 的 丰 度 显著 提高 了 , 这 2 种 菌 属 可 能 与 纤维 降解 菌 发 生 了 协同 作用 


dd 


Chinay 
C hinaA E 


促进 纤维 分 解 菌 的 活性 。 产 琥珀 酸 菌 〈Swccimiclasticzza ruminis) 8^ 81 SehwartziaU5!u] DR 


BP 


RHR AARR, 73 5c VE REOS E FL BER «— AH E AA 


CSelenomonas ruminantium) 也 是 非 纤 维 降解 菌 ， 它 可 以 协同 Fibrobacter succinogenes 和 


Ruminococcus flavefaciens 进行 纤维 素 的 降解 ， 并 提高 瘤胃 中 丙 酸 的 产生 量 69。 本 试验 中 ， 


与 A 组 相 比 ，I 组 体外 培养 液 中 Schwartzia 和 Selenomonas 的 丰 度 显著 提高 ， 由 上 述 可 知 ， 


这 2 


KY 


KAPARE 


ARTI TRE A FARRE, SHR RS EB, 
培养 液 VFA 中 丙 酸 的 比例 最 高 。 
论 


QD 不 同 烟 酸 、 果 喜糖 及 柠檬 酸 稀土 组 合 可 以 显赫 改变 肉牛 瘤 骨 发 酵 模式 ， 提 高 体外 培 


al 


D DEWR, AR SEE AI RR ILE ee A A 


下 
Bi 


rH Prevotella 、 


Schwartzia. Treponema 和 Selenomonas 等 的 丰 度 。 


© 肉牛 玉米 -豆粕 -稻草 型 饲 粮 条 件 下 ， 较 优 的 调控 剂 组 合 为 [组 〈1.2% 果 喜糖 +1200 


mg/kg 烟 酸 +0.8% 柠 檬 酸 稀 士 ) 和 G ZH. (1.296 5 ZERES-400 mg/kg 烟 酸 +1.0% 柠 檬 酸 稀 士 )。 
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Effects of Nicitinic Acid, Fructooligosaccharides and Rare Earth Citrate Combinations on in Vitro 
Rumen Fermentation Characteristics and Bacterial Community of Beef Cattle 
LIANG Huan ZHAO Xianghui XU Lanjiao WEN Luhua CHEN Zuodong ZHAO Erlong 
QU Mingren* 
(Jiangxi Province Key Laboratory of Animal Nutrition/Engineering Research Center of Feed 
Development, Jiangxi Agricultural University, Nanchang 330045, China) 
Abstract: In order to study the effects of nicitinic acid (NA), fructooligosaccharides (FOS) and 
rare earth citrate (REC) combinations on in vitro rumen fermentation characteristics and bacterial 
community of beef cattle, this experiment was designed according to three factors and three levels 


orthogonal experiment design. Three healthy Jinjiang cattle [body weight was (375428) kg] 


*Corresponding author, professor, E-mail: qumingren@sinna.com (责任 编辑 营 景 颖 ) 
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with permanent ruminal cannulas were adopted for rumen support animals. The effects of adding 
different amounts of FOS (0.8%, 1.0% and 1.2%), NA (400, 800 and 1 200 mg/kg) and REC 
(0.6%, 0.8% and 1.0%) on rumen fermentation characteristics of beef cattle were studied by in 
vitro rumen fermentation culture technology, and rumen bacterial community was analyzed by 
high throughput sequencing technology. The in vitro culture time was 48 hours. The results 
showed that: 1) the pH of in vitro cultivated fluid was highest in group G, it was 6.77, which was 
significantly higher than that in groups A, B, C, D and E (P<0.05); the ammoniacal nitrogen 
(NH3-N) content of in vitro cultivated fluid was lowest in group G, it was 9.77 mg/dL, which was 
significantly lower than that in other groups (P<0.05); no significant difference was found in 
microbial protein (MCP) content of in vitro cultivated fluid among groups (P > 0.05). 2) The 
propionic acid content of in vitro cultivated fluid was highest in group I, it is 28.53%, which was 
significantly higher than that in groups A, B, D and E (P<0.05); the acetic acid/propionic acid 
value of in vitro cultivated fluid was lowest in group I, which was significantly lower than that in 
groups A, B and D (P<0.05); no significant difference was found in the total volatile fatty acid 
(TVFA) concentration, the contents of acetic acid and butyrate acid of in vitro cultivated fluid 
among groups (P > 0.05). 3) The dominant bacterial communities of different regulator 
combinations all were Bacteroidete and Firmicultes. At phylum level, there were 4 bacterial 
communities had significant differences between groups A and I (P<0.05); at genus level, there 
were 15 bacterial communities had significant differences between groups A and I (P<0.05). The 
results indicate that the better rumen regulator combinations for corn-soybean meal-straw type 
diets of beef cattle are group I (1.2% FOS+1 200 mg/kg NA+0.8% ERC) and group G (1.2% 
FOS+400 mg/kg NA+1.0% REC). 

Key words: beef cattle; fructooligosaccharide; nicotinic acid; rare earth citrate; rumen; in vitro 


fermentation; bacterial community 


